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摘要 : 摘要: 木 聚 糖 〈Xylan) 在 自然 界 中 的 含量 极其 丰富 ， 在 农作物 和 农林 剩余 物 中 大 量 存在 。 随 着 能 源 
资源 问题 的 日 益 凸 显 ， 对 木 聚 糖 的 应 用 和 研究 越 来 越 受 到 重视 。 木 聚 糖 酶 〈Xylanase) 是 可 以 将 木 聚 糖 降 
解 为 低 聚 木 糖 和 木 糖 的 一 类 水 解 酶 ， 近 年 来 ， 为 了 实现 木 聚 糖 酶 的 高 产 、 高 酶 活 表 达 ， 科 研 工作 者 做 了 大 
量 的 研究 工作 ， 本 文 将 就 木 聚 糖 酶 异 源 表 达 (Heterologous expression ) 的 研究 进展 进行 综述 。 
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Research Advances in Heterologous expression of Xylanase 
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(1 College of Life Sciences, Jilin Agricultural University, Changchun 130118) 


Abstract: Xylan is abundant in crops and agricultural and forestry residues. With the increasing emphasis on 
energy resources, more attention has been paid to the application and research of xylan. Xylanase is a class of 
hydrolases that can degrade xylan into xylooligosaccharides and xylose. Several improvements were made over 
the year to achieve high yield and high enzyme activity of xylanase. In this report, we will review the research 
progress of heterologous expression of xylanase. 


Key words: xylan; xylanase; heterologous expression 


A en i i a 也 是 半 纤 维 素 的 主要 
组 成 成 分 ， 广 泛 存 在 于 植物 组 织 的 的 细胞 壁 中 ”。 木 聚 糖 酶 Xylanase》 是 可 以 降解 木 聚 糖 的 主要 酶 
系 ， 可 将 木 于 糖 降解 为 木 糖 和 低 时 案 木 糖 。 除 了 其 降解 产物 在 食品 加 工 、 制 药 等 行业 有 广泛 应 用 外 ， 有 
研究 报道 ， 半 纤维 素 的 去 除 ， 能 大 大 增加 纤维 素 和 木质 素 的 释放 ， 对 于 缓解 能 源 资源 利用 问题 具有 重 
要 意义 。 

木 聚 糖 酶 在 自然 界 分 布 广泛 ， 可 从 动物 、 植 物 和 微生物 中 获得 ， 目 前 研究 和 应 用 得 最 多 的 是 细菌 
和 真菌 来 源 的 木 聚 糖 酶 。 通常 , 自然 来 源 的 微生物 中 木 聚 糖 酶 的 产量 并 不 高 , 不 能 满足 生产 应 用 需求 ， 
因此 ， 众 多 研究 人 员 将 木 聚 糖 酶 基因 进行 克隆 ， 表 达 于 不 同 的 表达 系统 中 ， 期 望 提高 木 聚 糖 酶 的 表达 
量 ， 本 文 将 对 木 聚 糖 酶 的 异 源 表达 研究 进展 进行 综述 。 


1 ， 木 聚 糖 酶 概述 


木 聚 糖 是 植物 半 纤 维 素 的 组 成 成 分 ， 存 在 于 植物 细胞 壁 中 ， 是 自然 界 中 的 第 二 大 类 多 糖 ， 大 多 数 
的 木 聚 糖 是 结构 复杂 、 含 有 多 种 取代 基 的 具有 高 度 分 校 的 异 质 多 糖 ， 因 此 降解 木 聚 糖 不 仅仅 需要 一 种 
酶 ， 而 是 依靠 一 系列 木 聚 糖 降解 酶 系 
1.1 木 聚 糖 降解 酶 系 

木 聚 糖 降解 酶 系 包 括 B -1，4- 内 切 木 聚 糖 酶 〈endo-4-p-D-xzylanrase) 、a-L- 哮 喃 阿拉 伯 糖 苷 酶 
(a-L-arabinofuranosidase )、a-D- 和 葡萄 糖 醛 酸 苷 酶 (a-D-glucuronidase)、 乙 酰 木 聚 糖 音 酶 (acetyl xylan 
esterase) 、 阿 魏 酸 酯 酶 (Jerulic acid esterase) 和 8B - 木 糖 蔡 酶 ( 6-D-xylosidase) ， 这 一 系列 的 酶 为 广 
义 木 聚 糖 酶 ， 即 可 以 将 木 聚 糖 彻底 降解 的 一 系列 酶 的 总 和 ， 而 次 义 的 水 到 六 本 仅 指 8 -1，4- 内 切 木 聚 
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糖 酶 ， 即 切割 主 链 内 部 的 B -1，4- 木 糖 普 键 ””。8B -1，4- 内 切 木 聚 糖 酶 (EC.3.2.1.8) 被 称 为 水 解 木 聚 糖 的 
关键 酶 ” 。 
1.2 ” 木 聚 糖 酶 的 结构 

木 聚 糖 酶 的 分 子 结构 较为 复杂 ， 一 般 的 四 级 结构 含有 一 个 催化 结构 域 ， 和 一 些 非 催化 域 例 如 与 纤 
维 素 结合 的 部 位 为 纤维 结合 结构 域 ， 与 木 聚 糖 结合 的 为 木 聚 糖 结合 结构 域 ， 热 稳定 域 ， 连 接 序列 以 及 
一 些 未 知 功能 的 其 它 结 构 域 ”。 在 木 聚 糖 酶 的 空间 结构 中 就 可 以 清晰 看 出 对 于 不 同 木 聚 糖 酶 他 们 的 分 
子 结构 有 很 大 差异 因此 作用 效果 及 作用 对 象 也 是 不 同 的 ,有 一 部 分 结构 简单 ， 而 有 的 则 需要 一 些 非 众 
化 功能 的 结构 域 进行 一 些 辅助 作用 ， 例 如 于 底 物 结合 ， 与 其 它 相 关 木 聚 糖 酶 系 相 结合 等 。 
能 化 结构 域 〈catalytic domain ) 是 木 聚 糖 酶 所 必 备 的 结构 域 也 是 起 到 催化 和 降解 木 聚 糖 做 用 的 关 
键 结构 域 ， 又 可 称 其 为 功能 结构 域 。 一 般 来 说 自然 界 中 大 多 数 的 木 聚 糖 酶 空间 结构 中 含有 一 个 催化 能 
力 的 催化 结构 域 , 但 是 在 生 黄 瘤胃 球 落 (Ruminococcus flavefacieus) 中 检测 到 了 两 个 催化 结构 域 ， 它 
们 分 别 位 于 该 蛋白 的 C 末端 和 NN 末端 ， 对 于 这 样 含有 两 个 或 多 个 催化 结构 域 的 木 聚 糖 酶 则 是 十 分 罕 
见 的 ”。 
纤维 素 结合 结构 域 “cellulose binding domain ) 其 主要 作用 是 结合 纤维 素 ， 一 般 广 泛 存 在 于 纤维 素 
酶 中 ， 但 在 具有 水 解 纤维 素 和 半 纤 维 素 功 能 的 木 聚 糖 酶 中 也 存在 纤维 素 结合 结构 域 ， 主 要 作用 就 是 与 
底 物 木 聚 糖 相连 接 的 纤维 素 相 结合 ， 起 到 调节 和 固定 的 作用 号 。 

热 稳 定 域 (thermostabilising domain ) 对 于 酶 的 热 稳定 具有 很 大 作用 , 一 般 存 在 于 耐 高 温 的 微生物 
产生 的 木 聚 糖 酶 的 结构 中 ,其 主要 含有 较 多 的 芳香 族 氨 基 酸 且 结 构 域 的 分 子 折 车 程度 较 高 。 木 聚 糖 酶 
结构 中 的 连接 序列 的 主要 作用 就 是 将 该 酶 蛋白 结构 中 的 各 个 结构 域 相 连接 , 因此 具有 较 好 的 柔韧 性 和 
延展 性 ， 而 不 同 的 木 聚 糖 酶 的 连接 序列 也 是 大 有 不 同 ""。 来 自 假 单 胞 菌 木 聚 糖 酶 A 的 Cbm10 纤维 素 
结合 模块 的 溶液 结构 。 
木 聚 糖 结合 结构 域 (xylan binding domain ) 作用 为 结合 底 物 木 聚 糖 的 作用 ， 也 是 功能 结构 域 的 一 
种 。 研 究 发 现 木 聚 糖 酶 与 底 物 结合 一 般 是 依赖 于 大 分 子 表 面 的 静电 作用 ， 而 该 结构 域 的 作用 并 不 是 很 
显著 ,但 是 在 Streptomyces Olivaceovividis E-86 产生 的 木 聚 糖 酶 中 的 木 聚 糖 结合 结构 域 在 降解 木 聚 糖 
的 过 程 中 起 到 重要 作用 ， 结 构 完 整 的 木 聚 糖 酶 可 以 降解 可 溶 与 不 可 溶 的 木 聚 糖 ， 进 行 木 聚 糖 结合 结构 
域 结构 敲 除 后 发 现 不 能 对 于 不 可 溶 的 木 聚 糖 进行 降解 ”。 
1.3 木 聚 糖 酶 的 理化 性 质 

木 聚 糖 酶 普遍 存在 于 自然 界 中 ， 且 种 类 繁多 ， 不 同 种 类 的 木 聚 糖 酶 ， 其 理化 性 质 也 是 大 有 不 同 。 
一 般 来 源 于 细菌 的 木 聚 糖 酶 仅 含 有 一 个 亚 基 ， 且 分 子 量 范围 在 8-145 kDa 之 间 ， 这 主要 是 由 细菌 所 分 
泌 的 木 聚 糖 酶 ， 而 真菌 产生 的 木 聚 糖 酶 其 结构 较为 复杂 ， 一 般 含有 多 个 亚 基 ， 因 此 真菌 产生 的 木 聚 
酶 的 分 子 量 要 比 细菌 产生 的 木 聚 糖 酶 的 分 子 量 大 许多 ”; 根据 木 聚 糖 酶 所 适应 的 环境 将 其 分 为 酸性 
聚 糖 酶 和 碱 性 木 聚 糖 酶 ， 酸 性 木 聚 糖 酶 的 pH 范围 在 4-7 之 间 ， 一 般 产 生 于 细菌 体内 ， 且 分 子 量 要 4 
于 30kDa。 碱 性 木 聚 糖 酶 其 pH 值 在 8-10 范围 之 间 , 主要 由 细菌 和 真菌 产生 , 其 分 子 量 要 大 于 30kDa ”; 
不 同 来 源 的 木 聚 糖 酶 其 适应 温度 范围 也 是 大 有 不 同 ， 热 稳定 性 相对 较 好 的 产 酶 菌株 大 多 数 是 细菌 ， 包 
括 芽 孢 杆菌 ， 链 老 菌 等 ”"”。 一 般 细 菌 产 生 的 木 聚 糖 酶 适应 的 温度 范围 较为 宽泛 在 40-60C 左 右 ， 而 
产生 于 真菌 的 木 聚 糖 酶 仅 在 3S0C 上 下 作用 较为 稳定 ; 不 同 来 源 木 聚 糖 酶 的 等 电 点 范围 在 3-10 之 间 ， 
在 这 一 范围 内 ， 通 常 都 处 于 稳定 状态 。 
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Fig 1. The model 3-D structure of xylanase 


2 木 聚 糖 酶 的 异 源 表 达 


图 1. 木 聚 糖 酶 3D 结构 模型 
注 : 图 片 译 自 Dal Rye Kim 等 


自 Horikoshi 等 人 于 1973 年 首次 报道 来 自 碱 性 细菌 中 的 木 聚 糖 酶 基因 以 来 , 众多 国内 外 的 科研 工 


作者 针对 木 聚 糖 酶 基因 开展 了 大 量 的 研究 工作 ， 使 其 实现 了 在 多 种 表达 系统 中 的 表达 。 


木 聚 糖 酶 在 细 戎 中 进行 异 源 表达 的 


有 代表 性 ,很 


系统 ， 以 真菌 


大 ， 不 会 形成 包涵 体 更 利于 木 聚 糖 酶 的 纯化 等 ， 以 真 靖 


多 的 木 聚 糖 酶 基因 均 可 在 大 肠 杆菌 中 得 至 


为 宿主 的 表达 系统 具有 更 大 的 优势 6， 侈 


究 中 ， 以 大 肠 杆菌 为 表达 系统 研究 的 最 早 ， 最 普遍 ， 也 最 有 具 
上 表达 一 ”"”。 相 比较 于 以 细菌 为 宿主 的 蛋白 表达 
| 如 异 源 表达 的 木 聚 糖 酶 的 活性 更 高 ， 产 酶 量 更 
为 宿主 的 蛋白 表达 系统 可 分 为 酵母 菌 表达 系统 


和 丝 状 真菌 表达 系统 ， 而 相 较 于 以 丝 状 真菌 为 宿主 的 表达 系统 ， 以 酵母 菌 为 宿主 的 表达 系统 研究 更 为 
成 熟 "” 中, 微 生物 表达 系统 生长 过 程 中 可 能 会 发 生 污染 产生 致 病因 子 , 使 得 最 终 产 物 感染 人 或 者 动物 ， 
而 植物 表达 系统 具有 较 高 的 安全 性 而 且 培 养 条 件 简单 ， 更 易于 成 活 "。 


2.1 木 聚 糖 栈 


在 细菌 表达 系统 中 的 表达 


2.1.1 木 聚 糖 酶 在 大 肠 杆菌 中 的 异 源 表达 


大 肠 杆 


薪 作 为 宿主 菌 的 原核 表达 系统 是 研究 最 早 也 最 为 广泛 的 表达 系统 ， 该 异 源 基 因 表 达 系 统 


有 遗传 背景 清楚 ， 载 体 受 体系 统 完备 ， 培 养 简单 ， 生 长 周期 短 等 优势 。 因 此 越 来 越 多 的 科学 家 从 不 同 


天体 中 获得 木 聚 糖 酶 


[18] Ay 


KOTARO 等 


将 来 源 不 同 的 木 聚 糖 酶 基因 以 大 肠 杆 再 为 宿主 实现 异 源 表达 ， 1995 年 


人 从 黑 曲 老 (4spergillus niger) 中 克隆 出 多 种 木 聚 糖 酶 的 基因 。 次 年 Iefuji HW 等 人 分 离 
纯化 出 了 可 以 产生 木 聚 糖 酶 的 酵母 菌 Cryptococcus sp. S-2。2001 年 BegQ K™ 等 的 研究 表明 到 2001 


年 已 从 20 余 种 细菌 、16 种 真菌 、3 种 酵母 以 及 8 种 放 线 菌 中 分 离 出 相应 的 木 聚 糖 酶 ,并 可 以 在 以 真菌 


或 细菌 为 宿主 的 表达 系统 中 得 到 表达 。2003 年 苹 业 敏和 等 人 利用 PCR 技术 将 嗜 热 产 乙醇 菌 7. 
maritima 编码 高 度 热 稳定 性 木 聚 糖 酶 的 基因 克隆 至 原核 表达 载体 pET-20b， 使 之 与 组 氨 酸 标签 融合 ， 
并 在 大 肠 杆菌 JM109 (DE3) 中 得 到 了 高 效 表 达 。 为 了 提高 饲料 中 纤维 素 的 利用 率 ， 王 秦 呈 等 人 2014 


达 。2014 年 刘 权 洋 色 用 PCR 方法 从 包含 秋 琼 脂 芽 饱 杆 


年 将 来 源 于 枯草 芽 隐 杆菌 的 木 聚 糖 酶 基因 和 内 切 葡 聚 糖 酶 基因 cel1W 同时 转 入 大 肠 杆 菌 中 得 到 共 表 


长 | 


(Bacillus agaradhaerens) 的 全 基因 组 文库 中 扩 


增 木 聚 糖 酶 基因 xy14， 在 大 肠 杆菌 中 实现 异 源 表达 并 


对 
和 诱导 条 件 等 因素 ， 在 最 优 条 件 下 测 得 上 清 液 酶 活力 为 3 729U/mL， 是 出 发 菌株 的 2.3 倍 。2016 年 何 
瑶 , 身 欣 , 吴 芹 加 等 人 人 工 合成 了 11 家 族 耐 热 木 聚 糖 酶 


基 


重组 酶 进行 酶 学 性 质 研 究 。 通 过 优化 培养 基 


因 xynl1 sm 并 将 其 克隆 至 表达 质粒 pET-28a(+) 


中 ， 获 得 重组 质粒 pET-28a-xynl12%。 随 后 转化 Escherichia coli BL21(DE3)， 成 功 构建 了 可 以 表达 耐 热 


木 聚 糖 酶 的 基因 工程 重组 菌 E coli BL21Aynl129， 实 验 结果 表明 xyn11Y 成功 在 EE. coli BL27 中 实现 了 


异 源 表达 ,而 
1) 收 稿 日 期 : 
3) * 通 讯 作 者 


热 木 聚 糖 酶 良好 的 热 稳 定性 具有 较 好 的 工业 应 用 潜力 。 同 年 吴迪 ”将 来 源 于 短小 芽 抱 杆 
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阔 NJ-M2 的 木 聚 糖 酶 基因 与 绿色 荧光 重 


的 工业 国定 化 和 发 酵 应 用 提供 了 理论 依据 。2018 年 郝 荣 华 , 张 晓 元 四 等 人 全 基因 


白 基因 


(gfp) 进 行 融 合 表达 ， 成 功 将 木 聚 糖 酶 展示 在 大 肠 杆菌 
细胞 表面 ， 从 而 得 到 了 一 种 能 将 木 聚 糖 酶 展示 表达 在 细胞 表面 的 大 肠 杆菌 菌株 。 这 一 研究 为 木 聚 糖 酶 


ChinaXiv 合 


合成 枯草 芽 抱 杆菌 木 


聚 糖 酶 基因 序列 并 进行 密码 子 优 化 ， 实 现 以 枯草 芽 抱 杆菌 为 来 源 的 木 聚 糖 酶 基因 在 大 肠 杆 兰 BL21 中 


的 高 效 分 泌 表 达 并 对 其 产 木 聚 糖 酶 进行 酶 学 性 质 分 析 。 同 年 刘 雨 器 ” 


clariflavum 的 双 功 能 木 聚 糖 酶 Yn2038 


， 转 入 大 肠 相 


对 重组 木 聚 糖 酶 的 酶 学 性 质 进行 了 太 


分 3 
/Do 


2.1.2 木 聚 糖 酶 在 枯草 芽孢 杆菌 中 的 异 源 表达 


枯草 芽 抱 杆菌 是 继 大 肠 杆菌 之 后 又 一 广泛 使 用 
并 且 能 直接 将 许多 和 蛋白 分 泌 到 培养 基 中 。 


菌 。 目 前 由 英 、 法 、 德 、 日 、 瑞 士 等 八 个 


因此 六 


等 人 将 来 源 于 Clostridium 
F 菌 中 进行 异 源 表达 获得 了 三 个 重组 木 聚 糖 酶 ， 并 


的 表达 系统 , 它 没有 致 病 性 , 只 


F 多 研究 选择 枯草 芽 抱 杆菌 


有 单 层 细 胞 外 膜 ， 


为 木 聚 糖 酶 基因 表达 宿主 


个 碱 基 已 被 测序 并 公开 发 表 ， 在 已 给 


| 


枯草 芽 抱 杆菌 的 改造 、 工程 菌株 的 构建 提供 了 详细 的 背景 资料 ”, 并且 为 


生产 菌株 提供 了 有 效 地 理论 支持 ””。 


2012 年 曹 鹏 涛 ”等 人 克隆 含有 信号 肽 


成 怕 


FE 术 聚 糖 酶 基因 


国家 已 联合 完成 的 B. subtilis 168 基因 组 测序 , 其 全 部 4,214,810 
公开 发 表 的 枯草 芽 抱 杆菌 基因 图 


谱 包含 了 2,379 个 基因 ， 为 
使 用 代谢 工程 技术 指导 构建 


(xyn4) 片 段 , 将 其 克隆 至 实验 室 前 期 构建 


作 期 刊 


5 的 大 肠 杆菌 -枯草 芽 抱 杆菌 穿梭 载体 上 ， 并 转化 入 枯草 芽 抱 杆菌 WB700 菌株 ， 获 得 重组 菌 BXS-W， 
LO 然后 再 通过 各 种 应 激 手段 诱导 枯草 芽 抱 杆菌 大 量 分 泌 木 聚 糖 酶 .2013 年 Verma™” 等 第 一 次 实现 了 耐 热 
局 木 聚 糖 酶 的 宏基 因 组 转 入 枯草 芽孢 杆菌 中 并 实现 了 特异 性 异 源 表 达 。2015 年 Huang” 等 人 将 来 源 于 
© Thermoanerobacterium aotearoense SCUT27 的 耐 热 木 聚 糖 酶 剪 切 ， 并 将 剪 切 后 的 基因 整合 到 枯草 芽孢 
人 杆菌 基因 组 中 进行 表达 , 最 终 获 得 的 耐 热 木 聚 糖 酶 的 活性 高 于 其 在 大 肠 杆菌 中 四 倍 。2016 年 向 亚 荐 ”” 
CN 等 人 克隆 极 耐 热 木 聚 糖 酶 基因 xynB， 将 其 与 罗 殉 霉 素 启 动 子 融 合 ， 构 建 融 合 质粒 载体 pXYN B2， 将 
二 其 转化 到 枯草 芽孢 杆菌 Bs916 中 ， 获 得 重组 枯草 芽 抱 杆菌 (Bs916 /pXYNB2)， 在 枯草 芽 抱 杆菌 Bs916 
TT 中 进行 异 源 分 泌 表 达 。 
OO 
.之 
表 2.1 木 聚 糖 酶 在 细菌 表达 系统 中 的 表达 
全 Table2.1 Expression of xylanase in bacterial expression System 
《3) 木 聚 糖 酶 ， 基 因 来 源 蛋白 大 小 最 适 最 适 酶 比 活 表达 宿主 表达 载 启 动 信号 酶 表达 活力 
编号 pH 温度 力 系统 体 子 肽 
EC.3.2.1.8 ”枯草 芽孢 杆菌 43.0KD 10.0 65°C NRD 大 肠 杆 菌 “ pET26b TI/Lac pelB 1201.5IU/mL 
BL21 等 
EC.3.2.1.8 ” 黑 曲 才 XZ-3S 33.47KD 5.0 45°C 61.43U/ ”大肠 杆 菌 pET28a TI/Lac pelB NR 
mg BL21 
NR 黑 曲霉 25.0KD 7.5 37°C 58.19U/ ”枯草 芽孢 pGJ148 pglv YnfF NR 
mg 杆 加 
WB700 
EC.3.2.1.8 ”短小 芽 抱 杆菌 ”28.34KD 6.8 42°C NR 枯草 芽 抱 pBXS PgsiB Pho 30.89U/mL 
BYGS-20N 杆 加 B 等 
WB700 


注 : 1) NR 表示 文献 中 未 做 说 明 


2.2 木 聚 糖 酶 在 真菌 中 的 异 源 表达 
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2.2.1 木 聚 糖 酶 在 毕 赤 酵母 中 的 异 源 表达 
毕 赤 酵母 (Pichia pastoris) 表 达 系 统 ， 遗 传 稳 定 ， 可 对 和 蛋白质 进 行 翻译 后 加 工 ， 表 达 效 率 高 ， 产 物 
可 分 泌 至 培养 基 且 适 于 高 密度 发 酵 ”， 己 成 为 一 种 被 广泛 使 用 的 、 能 高 效 表达 外 源 蛋 白 的 表达 系统 ， 
目前 已 有 数 百 种 外 源 蛋 白 在 该 系统 中 获得 了 高 效 表 达 。 
Ming”” 等 在 毕 赤 酵 母 中 高 效 分 泌 表 达 了 黑 曲霉 木 聚 糖 A 基因 ， 木 聚 糖 酶 比 酶 活 达 175 U/mg， 是 
亲本 菌株 比 酶 活 的 1.9 倍 。 该 研究 者 在 醇 氧化 酶 启动 子 40XI1 的 调控 下 ， 在 毕 赤 酵母 中 首次 表达 了 
Bacillus licheniformis 木 聚 糖 酶 基因 ， 其 比 酶 活 达 122.9 U/mg。Zhang F“ 将 嗜 热 放 线 菌 木 聚 糖 酶 基因 
在 毕 赤 酵母 中 表达 ， 发 酵 液 酶 活性 达 324.2 U/mL 。2000 年 ，berrin J. G” 等 人 在 毕 赤 酵母 中 表达 黑 ] 
霉 木 聚 糖 酶 基因 ， 重 组 菌 在 合成 培养 基 上 的 产量 达到 60mgL， 该 黑 曲霉 产 木 聚 糖 酶 基因 是 第 一 个 能 
在 毕 赤 酵 母 中 正确 表达 、 有 效 分 泌 的 基因 。2009 年 韩 双 艳 “等 人 将 编码 枯草 芽 袍 杆菌 ( Bacillus subtilis 
B2 ) 木 聚 糖 酶 XYN 的 基因 克隆 到 pPIC9K 载体 中 ， 构 建 了 分 泌 型 表达 载体 pPIC9K-XYN 后 转化 Pichia 
pastoris GS115， 和 筛选 获得 了 分 泌 表 达 XYN 的 重组 毕 赤 酵母 工程 菌 GS115-pPIC9K-XYN， 重 组 毕 赤 酵 
母 工 程 菌 摇 瓶 水 平 发 酵 上 清 液 中 木 聚 糖 酶 酶 活 可 达 1542.6 U/mL。 2014 年 高 灰 等 人 根据 毕 赤 酵母 
密码 子 的 偏好 性 优化 了 木 聚 糖 酶 ynB-wild 基因 。 合 成 优化 的 基因 苞 mB-ozt 并 连接 到 pPICZaA 载体 
上 。 然 后 把 重组 质粒 线性 化 后 电 转 入 毕 赫 酵母 CS115 中 , 得 到 了 可 以 表达 木 聚 糖 酶 的 毕 赫 酵 母 工 程 菌 。 
2015 年 吴 金 莲 ， 薛 勇 包 等 人 将 来 源 于 东方 肉 座 菌 的 (Epocrea orientajisjEU7-22 的 基因 组 DNA 和 
cDNA 为 模板 ， 利 用 pcr 技术 和 染色 体 步 移 得 到 东方 肉 座 菌 GH10 家 族 木 聚 糖 酶 三 的 基因 Qeyn7D 之 后 
构建 表达 载体 转化 毕 赫 酵母 ,诱导 168h 后 在 发 酵 液 中 得 到 了 酶 活 较 高 的 木 聚 糖 酶 . 周 晨 妍 “等 人 2016 
年 将 黑 曲霉 XZ-3S 木 聚 糖 酶 入 m434 成 熟 肽 基因 插入 表达 载体 pPIC9 K, 重组 质粒 Sa17 线 性 化 后 分 别 
电击 转化 2 种 毕 赤 酵母 GS115 和 KM71， 获 得 两 株 重组 菌 GS115 / 3n43 4( Mut') 和 KM71 /Xyn434 
(Muts)。2017 年 韩 瑞祥 “等 人 为 了 提高 木 聚 糖 酶 的 热 稳定 性 ， 将 嗜 热 子 训 菌 木 聚 糖 酶 xyn4 转 入 巴 共 
德 毕 赫 酵 母 GS115 中 ， 得 到 了 相 较 于 原始 菌株 热 稳定 性 更 高 的 木 聚 糖 酶 。 
2.2.2” 木 聚 糖 酶 在 酿酒 酵母 中 的 异 源 表达 
酿酒 酵母 表达 系统 不 产生 毒素 ， 安 全 性 好 ， 其 表达 产物 不 需要 经 过 大 量 宿主 安全 性 实验 ， 遗 传 背 
景 清 处 ， 易 于 进行 操作 等 优势 。 在 酿造 工业 中 酿酒 酵母 不 能 直接 利用 木 聚 糖 作为 碳 源 ， 因 此 通过 筛选 
从 其 他 菌株 中 得 到 酶 活 较 高 的 木 聚 糖 酶 ， 利用 分 子 生物 学 手段 使 其 整合 到 酿酒 酵母 的 基因 组 中 ， 并 获 
得 高 效 表 达 的 菌株 “””。 李 海 磋 ， 毛 爱 军 “等 人 首次 报道 将 黑 曲 考 4.niger T21 糖化 酶 基因 
(glucoamylase; EC3.2.1.3) 和 4. niger- UV11 木 聚 糖 酶 基因 (enqdo-1,4-13- 6 -D-xylan xylanohydrolase; EC 
3.2.1.8) 整 合 到 酒精 生产 用 酵母 菌 S. cerevisiae 2.346 的 染色 体 中 ， 获 得 了 能 够 同时 稳定 分 泌 表 达 糖 化 
酶 和 木 聚 糖 酶 的 酒精 生产 用 酵母 工程 菌株 .DC la Grange 等 四 将 里 氏 木 霉 ( Tyrichodermareesei) 的 XYN2 
基因 ， 用 不 同 的 启动 子 ADH2 和 PGK1 在 酿酒 酵母 (Saccharomycescerevisiae) 中 表达 ， 酶 活力 分 别 为 
1200nkat/mL 和 160nkat/mL。 Filip Nuyens"“ 等 2001 年 运用 不 同 的 克隆 载体 将 短小 芽 抱 杆菌 (Bacillus 
pumilus) 的 xyn4 在 酿酒 酵母 中 表达 ， 获 得 酶 活 分 别 为 8.5 nkat/mL 和 4.5 nkat/mL。 张 水 龙 等 人 2013 
年 将 来 源 于 黑 曲 老 的 木 聚 糖 酶 基因 xynB 利用 醋酸 锂 化 转 法 导入 酿酒 酵母 (Sacharomyces 
cerevisiae)INVSC1 菌株 表达 ， 获 得 了 两 株 产 木 聚 糖 酶 的 酿酒 酵母 工程 菌 。2017 年 张 斯 童 ”等 人 利用 
IDNA 整合 法 构建 了 产 木 聚 糖 酶 酿酒 酵母 工程 菌 ， 实 现 了 木 聚 糖 酶 基因 的 多 拷贝 表达 ， 最 终 获得 了 十 
株 多 拷贝 产 木 聚 糖 酶 酿酒 酵母 工程 菌 ， 并 对 木 聚 糖 酶 的 酶 活 进行 测定 ， 酶 活 最 高 可 达到 308U/ml. 
2.2.3 ” 木 聚 糖 酶 在 丝 状 真菌 中 的 异 源 表 达 。 
丝 状 真菌 表 达 系 统 具 有 高 效 分 泌 目 的 蛋白 的 潜质 ， 能 进行 各 种 正确 的 翻译 后 修饰 ， 许 多 修饰 方 
式 人 丝 状 真菌 在 生产 工业 用 酶 方面 十 分 重要 ， 主 要 是 因为 丝 状 真菌 易于 培养 ， 生 
长 迅速 ， 适 合 大 批量 培养 ， 对 于 丝 状 真菌 的 发 酵 工 艺 的 研究 也 比较 成 熟 55]， 丝 状 真菌 分 泌 蛋 白 时 有 分 
可 以 帮助 蛋白 得 到 更 好 的 修饰 ， 这 些 特 点 使 得 丝 状 真菌 成 为 了 比较 有 优势 的 宿主 。 关 于 
木 聚 糖 酶 在 丝 状 真菌 中 的 异 源 表 达 的 研究 目前 来 说 比较 少 , 现在 利用 丝 状 真菌 为 异 源 表达 宿主 的 
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中 通常 利用 强 启动 子 , 或 者 是 增加 拷贝 数 等 方法 提高 蛋白 的 分 泌 量 和 稳定 性 ， 虽 然 可 以 看 到 成 效 ， 但 

是 成 功 的 例子 并 不 太 多 。 2007 年 Arja Mantyla53] 等 从 Chaetomium ”thermophilum CBS 730.95 中 克隆 

获得 3 个 木 聚 糖 酶 基因 Ctxyn114, Ct xyn11B, and Ctxyn11C, 利用 Treesei ce174(cellobiohydrolase 1, cbh1) 

的 启动 子 ， 成 功 实现 了 在 里 氏 木 霉 中 的 异 源 表 达 。2013 年 王 红 霞 “等 人 将 一 段 合 有 信号 肽 基因 的 来 

源 于 葡萄 穗 址 木 聚 糖 酶 xyn7 转 入 黑 曲霉 中 得 到 了 酶 的 比 活力 接近 392U/mg 的 木 聚 糖 酶 。 
表 2.2 木 聚 糖 酶 在 真菌 表达 系统 中 的 表达 


Table2.2 Expression of xylanase in fungal expression System 


木 聚 糖 酶 编 ”基因 来 源 蛋白 大 小 ”最 适 最 适 酶 比 活力 表达 笨 “表达 载体 启动 信号 肽 酶 表达 活力 


号 pH ”温度 主 系统 于 
EC.3.2.1.8 黑 曲 考 345KD 5.0 45'C 145.24U/mg 毕 赤 酵 pPIC9k AOX Alpha-fat NR? 
XZ-3S 母 1 orc 
EC.3.2.1.8 Thermotoga 40.0KDa 6.0 60C NR 毕 赤 酵 pAo815 AOX PHO5 、 8000 U/mL 
maritima 母 1 a-factor 
GS115 
黑 曲霉 菌株 35.0KD 6.0 40C NR 酿酒 酵 ”pUG6 PGK a-factor 90000 U/mL 
IME-216 母 YS， 
Trichoderma 21.0KD 6.0 60C NR 毕 赤 pPICZaA AOX a-factor 298 U/mL 
reesei 母 
黑 1 圳 ”23.0KD 3.5 55C NR 酿酒 酵 pYES6/C GAL1 a-factor 62.5IU/mL 
MC062 母 T 
INVSc 
1 
黑 曲霉 24KD 50 50C NR 酿酒 酵 pYES2 GAL1 a-factor 7.59U/mL 
母 
INVSC 
1 


注 : 1) NR 表示 文献 中 未 做 说 明 
3 木 聚 糖 酶 在 植物 表达 系统 中 的 表达 


植物 表达 系统 相 较 于 微生物 表达 系统 具有 较 高 的 安全 性 ， 以 植物 为 表达 系统 产生 木 聚 糖 酶 ， 这 样 
的 转基因 植物 可 以 直接 作为 饲料 被 动物 食用 ， 易 于 储存 和 和 运输， 生产 规模 大 ， 成 本 低 等 优势 。 

1992 年 Laliberte' ”首次 以 酵母 为 来 源 的 木 聚 糖 酶 基因 转移 到 烟草 植株 中 ， 发 现 基因 组 中 的 内 含 
子 可 以 在 烟草 植株 中 被 剪接 ,说 明 该 木 聚 糖 酶 基因 可 以 在 植物 中 转录 ,但 是 并 没有 做 后 续 实验 。 随 后 
在 1995 年 Herbers” ”等 实现 了 木 聚 糖 酶 在 烟草 中 的 异 源 表达 , 并 且 在 烟草 的 叶片 和 根 际 分 小物 中 检 
测 到 木 聚 糖 酶 的 活性 。2000 年 Hung YJ 等 人 将 油 体 蛋白 基因 oleosin 和 来 源 于 水 生生 物 中 提取 的 木 
聚 糖 酶 基因 进行 融合 之 后 转化 到 油菜 中 ， 实 现 了 木 聚 糖 酶 的 表达 。 同 年 有 研究 人 员 将 经 过 特异 性 诱导 
的 xyn4 在 大 麦 的 种 子 中 进行 表达 ， 但 是 在 长 成 的 植株 中 并 没有 发 现 木 聚 糖 酶 ， 只 有 在 大 麦 的 种 子 中 
才 发 现 目的 蛋白 。2003 年 Kimura" 等 人 获得 Clostridium thermocellum 中 的 木 聚 糖 酶 基因 并 整合 进入 
了 水 稳 的 基因 组 中 ， 在 水 稻 的 植株 体内 和 水 稻 的 种 子 中 检测 到 了 木 聚 糖 酶 活性 。2010 年 黄 蒙 莹 ”等 
人 将 杂 合 木 聚 糖 酶 基因 at 导入 水 稳 成 熟 胚 的 人 鳄 伤 组织 中 ， 木 聚 糖 酶 基因 可 以 在 该 愈 伤 组 织 中 得 到 转 
录 , 并 且 不 同 水 稻 植 株 中 的 木 聚 糖 酶 表达 量 存 在 差异 。 杨 培 龙 博士 ”选择 烟草 和 马 铃 莫 为 生物 反应 器 ， 
将 来 源 于 橄榄 绿 链 霍 菌 (Streptomyces olivaceoviridis)A1l 的 高 比 活 木 聚 糖 酶 XYNB 分 别 转 入 烟草 和 马 铃 
茵 块茎 中 ， 分 别 获得 了 具有 高 酶 活力 的 转基因 植株 ， 并 且 在 烟草 中 表达 的 木 聚 糖 酶 活性 达到 170IU/g 
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鲜 叶片 ， 这 一 酶 活力 水 平 是 目前 报道 中 最 高 水 平 ， 并 且 转 基因 烟草 可 以 正常 生长 ， 稳 定 遗 传 。 在 马 铃 
茵 叶片 和 块茎 中 也 检测 到 了 木 察 糖 酶 活性 ， 分 别 为 90IU/g 鲜 叶 和 13IU/g 鲜 块 茎 。 
表 3.1 木 聚 糖 酶 在 植物 表达 系统 中 的 表达 


Table3.1 Expression of xylanase in plant expression System 


木 聚 糖 酶 ”基因 和 蛋白 大 小 最 适 最 适 酶 比 活力 表达 ”表达 载体 局 动 子 ”信号 肽 ” 酶 表达 


编号 来 源 pH 温度 宿主 活 
系统 
EC.3.2.1.8 橄榄 胞 内 NR 23C 90IUg 鲜 叶 马 铃 含有 xynB 马 铃 莫 马 铃 暮 ”NR 
绿 链 21.0KD 片 ( 10IU/g 暮 块 ”的 组 成 型 和 Patatin 蛋白酶 
霉菌 胞 间 总 蛋白 ) 茎 块茎 特异 性 ”启动 子 抑制 剂 
Al 31.0KD 13IU/g 鲜 块 植物 表达 载 I 信 号 
茎 体 肤 序 列 
EC.3.2.1.8 橄榄 21KD NR ”25C 170IU/g 鲜 叶 烟草 35S 启动 子 35S 启 NR NR 
绿 链 片 (23 IU/mg 和 AMYV 增 ” 动 子 
| 总 蛋白 ) 强 子 的 组 成 
Al 型 表达 载体 
NR 杂 合 NR NR NR 3.51 U/g 鲜 水 稻 pCAMBIA1 CaMV NR NR 
木 聚 叶片 成 熟 ”301 35S 启 
糖 本 胚 动 子 
基 因 
atX 
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注 : 1) NR 表示 文献 中 未 做 说 明 


4 展望 


木 聚 糖 酶 在 食品 、 饲 料 、 造 纸 和 医药 领域 都 得 到 了 广泛 应 用 ， 因 此 有 大 量 学 者 在 探究 木 聚 糖 酶 的 
批量 生产 ， 筛 选 出 产 木 聚 糖 酶 菌株 并 将 其 进行 培养 ， 这 样 会 得 到 产 木 聚 糖 酶 活力 更 高 的 菌株 ， 从 而 提 
高 产 木 聚 糖 酶 的 效率 ， 但 是 人 工 筛选 出 的 产 木 聚 糖 酶 戎 株 在 批量 生产 木 聚 糖 酶 方面 存在 许多 的 限制 ， 
例如 硅 株 自然 产生 木 聚 糖 酶 的 产量 低 ， 活 性 弱 ， 且 筛选 过 程 工作 量 大 ,成 本 高 ， 耗 寓 时 间 等 浆 端 。 因 
此 随 着 生物 工程 技术 的 不 断 发 展 , 采用 基因 工程 的 方法 使 木 聚 糖 酶 在 真 核 或 原核 系统 中 异 源 表达 来 解 
决 这 些 问 题 , 虽然 目前 酶 在 真菌 或 细菌 中 的 异 源 表达 的 研究 中 仍然 存在 些许 的 问题 , 例如 以 细菌 为 异 
源 表达 系统 时 细菌 内 缺少 对 蛋白 修饰 的 细胞 器 而 且 产 酶 量 比较 低 等 缺陷 , 以 真菌 为 异 源 表达 系统 时 出 
现 虽 有 相 较 于 细菌 异 源 表达 系统 明显 的 优势 ， 但 仍 存在 外 源 蛋 白 过 度 糖 基 化 阻碍 蛋白 的 分 泌 和 运输 ， 
或 自身 分 泌 的 蛋白 对 目的 蛋白 的 活性 有 影响 等 问题 。 但 是 瑕 不 掩 瑜 ， 木 聚 糖 酶 的 异 源 表达 无 疑 是 今后 
木 聚 糖 酶 批量 生产 的 方向 ， 在 越 来 越 多 的 科研 工作 者 投身 到 这 项 研究 工作 中 的 时 候 ， 这些 存 在 的 问题 
将 会 被 更 好 的 解决 。 
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